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RESUMO 
 
A Doença de Parkinson (DP) é um distúrbio neurodegenerativo caracterizado pela 
morte progressiva de neurônios dopaminérgicos da Substância Nigra (SN) pars 
compacta, levando à concomitante redução de dopamina liberada no Corpo Estriado 
(CE), verdadeiro causador da rigidez, bradicinesia e tremor, principais anormalidades 
clínicas que caracterizam esta doença. Embora a etiologia desta doença seja 
desconhecida, a oligomerização/agregação da proteína α-sinucleína desempenha um 
papel central na patogênese e desenvolvimento do Parkinsonismo, sendo associado ao 
estresse oxidativo, estresse de retículo endoplasmático (RE), e disfunção da 
degradação proteica. No presente trabalho, animais injetados intranigralmente com 
Tunicamicina (TM) ou 6-hidroxidopamina (6-OHDA) apresentaram uma redução no 
número de células imunomarcadas com Tirosina Hidroxilasa (TH), assim como um 
aumento na reatividade glial. Ambos modelos também apresentaram aumento de 
expressão de chaperonas do RE, demostrando assim que ambos tratamentos induzem 
o estresse de RE. Quando analizados os níveis de expressão de -sinucleína 
monomérica, nossos dados indicaram que não existem diferenças na expressão desta 
proteína entre os grupos. No entanto, nossos resultados demostraram que só o estresse 
de RE induzido pela TM é suficiente para a formação de agregados proteicos de -
sinucleína endógena em animais sem nenhum tipo de manipulação genética. Quando 
avaliadas as modificações pós-traducionais (MPT) associadas com agregação proteica, 
unicamente no modelo da TM, encontramos um aumento de fosforilação de -sinucleína 
no resíduo de serina 129 (S129), aumento de carbonilação de proteínas totais e de -
sinucleína na SN e no CE, mas não foram encontradas diferenças nos níveis de nitração 
de proteínas totais nem de -sinucleína tanto na SN quanto no CE. Desta maneira, 
concluímos que o estresse de RE induzido por TM foi capaz de induzir a formação de 
agregados proteicos ricos em -sinucleína assim como a fosforilação da S129 e 
carbonilação da -sinucleína, MPT associadas com sua agregação. 
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ABSTRACT 
 
Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the 
progressive death of dopaminergic neurons of the Substantia Nigra (SN) pars compacta, 
leading to the concomitant reduction in dopamine released into the Striatum (CE), which 
causes stiffness, bradykinesia and tremor, major clinical abnormalities that characterize 
this disease. Although the etiology of this disease is unknown, 
oligomerization/aggregation of α-synuclein play a central role in the pathogenesis and 
development of Parkinsonism, being associated with oxidative stress, endoplasmic 
reticulum (ER) stress, and dysfunction of protein degradation. In the present study, 
animals injected intranigrally with Tunicamycin (TM) or 6-hydroxydopamine (6-OHDA) 
showed a reduction in the number of Tyrosine Hydroxylase (TH) positive cells, as well 
as an increase in glial reactivity. Both models also showed increased expression of ER 
residet chaperones, thus demonstrating that both treatments induced ER-stress. When 
analyzed the monomeric α-synuclein expression levels, our data indicated that there are 
no differences in expression of this protein between groups. However, our results 
demonstrated that only ER-stress induced by TM induced the aggregation of 
endogenous α-synuclein protein aggregates in animals without any genetic 
manipulation. When evaluating the post-translational modifications (PTM) associated 
with protein aggregation, only in the TM model, we found an increase in α-synuclein 
phosphorylation at the serine residue 129 (S129), increased carbonylation of total 
proteins and α-synuclein in SN and Striatum, but no differences were found in total 
protein nitration levels or α-synuclein in both SN and Striatum. Thus, we conclude that 
TM-induced ER stress was able to induce the formation of α-synuclein rich protein 
aggregates as well as phosphorylation of S129 and carbonylation of α-synuclein, PTM 
associated with its aggregation. 
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AMM             Alta Massa Molecular 
BCA                  Ácido Bicinconinico 
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CE              Corpo Estriado 
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DH            Doença de Huntington 
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DTT             Ditiotreitol 
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EPDA        European Parkinson’s Disease Association 
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GFAP           Proteína Acidica Fibrilar Glial 
HRP       Peroxidase de Rábano Silvestre 
MPT                Modificações Pós-traducionais 
NAC                    Componente no amiloide 
NPF          National Parkinson Foundation 
p-S129- -sinucleína  -sinucleína fosforilada no residuo Serina 129 
PBS           Tampão Fosfato Salino 
PDF          Parkinson Disease Foundation 
RE         Reticulo Endoplasmático 
SDS         Dodecil Sulfato de Sodio 
SN               Substancia Nigra 
SNpc                   Substancia Nigra pars compacta 
TBS                 Tampão Tris Salino 
TH                Tirosina Hidroxilase 
TM                  Tunicamicina 
TMB                      3,3', 5,5;-TetraMetilBenzidina 
TUDCA           Ácido TauroUrso DeoxiCólico 
TX-100                  Tritón X-100 
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As doenças neurodegenerativas são um grupo heterogêneo e complexo de 
doenças, de diversas etiologias, mas com manifestações clínicas que se 
sobrepõem. A fisiopatologia subjacente comum de todas as doenças 
neurodegenerativas é a disfunção e morte dos neurônios no cérebro e/ou medula 
espinal, associadas com o envelhecimento, levando em última instância a 
problemas motores, cognitivos e/ou demência. Segundo reportes das Nações 
Unidas (WHO, http://www.un.org/en/development/desa/population/publications/ 
pdf/ageing/WPA2015_Report.pdf), nos próximos 35 anos, a população mundial 
maior de 60 anos atingirá aproximadamente 2.1 bilhões de pessoas (mais do 
que o dobro de hoje em dia). Considerando que o principal fator de risco para o 
desenvolvimento de doenças neurodegenerativas é o envelhecimento, doenças 
neurodegenerativas como a doença de Alzhemier (DA), Parkinson (DP), 
Huntington (DH) e Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) representaram um 
problema emergente para a saúde pública a nível mundial nas próximas 
décadas. As doenças neurodegenerativas são doenças crônicas de progressão 
lenta, caracterizadas pela morte progressiva de neurônios do sistema nervoso 
central ou periférico, afetando funções motoras e cognitivas, acompanhadas de 
mudanças comportamentais e no funcionamento do organismo. De patogênese 
amplamente desconhecida, as doenças neurodegenerativas apresentam fatores 
genéticos e ambientais que contribuem para a sua origem e desenvolvimento 
(FORMAN et al., 2005). Embora sejam um grupo heterogêneo, a morte dos 
neurônios, reativação glial, ativação de um processo neuro-inflamatório e 
agregação de proteínas são algumas das caraterísticas em comum que reúnem 
diferentes doenças dentro do grupo de doenças neurodegenerativas. A maioria 
das doenças neurodegenerativas são caracterizadas pelo acúmulo de 
agregados proteicos, os quais interferem com os processos celulares normais. 
A morte neuronal em doenças neurodegenerativas associadas a formas 
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familiares ou esporádicas é acompanhada do mal dobramento e agregação de 
proteínas (BERKE, PAULSON, 2003; SELKEO, 2003). 
 
1.2 Doença de Parkinson 
 
A Doença de Parkinson (DP) é uma doença de progressão crônica, 
considerada a segunda doença neurodegenerativa mais comum, depois da 
doença de Alzheimer, afetando 1-2% da população maior de 65 anos, e 4-5% 
acima de 85 anos, segundo dados da EPDA, NPF, PDF (European Parkinson’s 
Disease Association – National Parkinson Foundation – Parkinson Disease 
Foundation), estimando-se que existam aproximadamente 6.3 milhões de 
pessoas afetadas no mundo, segundo a EPDA (European Parkinson’s Disease 
Association). A DP é caracterizada pela degeneração dos neurônios 
dopaminérgicos da Substância Nigra pars compacta (SNpc), resultando na 
concomitante perda de liberação de dopamina no corpo estriado (CE), alterando 
o controle na geração dos movimentos voluntários, resultando em problemas 
locomotores tais como tremor de repouso, bradicinesia, rigidez e instabilidade 
postural (Figura 1) (SPILLANTINI et al., 1998; BRAA, BRAAK 2000; EMBORG, 
2004). Além da morte neuronal dopaminérgica, as características 
neuropatológicas de DP são a formação de agregados proteicos insolúveis ricos 
em -sinucleína (chamados corpos de Lewy), aumento da reatividade glial e de 
processos neuro-inflamatórios (DAUER, PRZEDBORSKI 2003; ZHANG et al., 
2005; TIEU, 2011), sendo fortemente correlacionados com a consequente 
degeneração dos neurônios dopaminérgicos (MCGEER et al., 1988; FORNO et 
al., 1992; ZHANG et al., 2005). Embora a etiologia desta doença permaneça 
desconhecida, a formação de agregados proteicos de -sinucleína parece ter 
um papel muito relevante na patogenicidade da DP (OUESLATI et al., 2016; 
STEFANIS, 2012; STUENDEL et al., 2015). 
 
Embora a etiologia da DP seja desconhecida, 90-95% dos casos são 
esporádicos (sem uma etiologia claramente associada) e os restantes 5-10% são 
casos familiares associados a uma origem genética. O único fator de risco que 
parece ter uma relevância importante no estabelecimento desta doença (tanto 
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em casos esporádicos como genéticos) é o envelhecimento (SIMUNI, 2007). 
Dentro dos casos esporádicos existe uma importante variedade de fatores que 
são reconhecidos por aumentar o risco de desenvolver DP como: fatores 
ambientais (pesticidas e toxinas), infeções do SNC, trauma craniano e o estilo 
de vida, entre outros (CHADE et al., 2006; SHERER et al., 2007; BOVÉ, PERIER 
2012). 
 
Na tentativa de entender a fisiopatologia da DP e com a intenção de 
desenvolver terapias novas e mais eficientes, têm sido utilizados diferentes 
modelos animais (roedores ou primatas não humanos) e celulares, os quais 
utilizam neurotoxinas ambientais, sintéticas ou expressão de genes mutantes 
vinculados ao desenvolvimento da DP em humanos. A seguir descrevem-se 
alguns dos modelos mais utilizados. 
 
Dentro dos mecanismos envolvidos na propagação da DP, o estresse 
oxidativo e a consequente formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
tem um papel bem conhecido. O neurotransmissor dopamina é utilizado pelos 
neurônios da SNpc na comunicação neuronal com o córtex frontal e com o corpo 
estriado. Esse neurotransmissor é uma molécula muito reativa que pode ser 
oxidada facilmente e reagir com componentes celulares (TSANG, CHUNG 2009) 
motivo pelo qual tem sido hipotetizado que o potencial oxidativo da dopamina 
pode servir como explicação para a suscetibilidade seletiva dos neurônios 
dopaminérgicos da SNpc (JENNER 2007; TSANG, CHUNG 2009) frente ao 
estresse oxidativo. Além disso, a disfunção mitocondrial contribui com a 
formação das EROs que são geradas por uma perda de elétrons na cadeia 
transportadora de elétrons, resultando na redução parcial da molécula de 
oxigênio em superóxido, que junto com a suscetibilidade da molécula de 
dopamina, contribuem com a degeneração dos neurônios dopaminérgicos da 
SNpc. Acredita-se que a redução na atividade do complexo I mitocondrial na PD, 
deriva parcialmente da acumulação de mutações no DNA mitocondrial (DNAmt). 
Além disso, mutações de várias proteínas mitocondriais que têm sido associadas 
com formas familiais de PD, como PINK1, Parkin, -synucleína o LRRK2, têm 
sido reportado que interagem (e potencialmente prejudicam) o transporte 
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mediado por microtúbulos, condição que possivelmente esteja ligada à 
acumulação de mitocôndrias anormais no citoplasma em neurônios afetados em 
modelos animais e amostras post mortem de pacientes com PD (MATSUI et al., 
2012). 
 
Nesse sentido, nos primeiros modelos desenvolvidos para estudar a DP, 
foram utilizadas neurotoxinas específicas do sistema monoaminérgicos: 6-
hidoxidopamina (6-OHDA) e o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP). 
A 6-OHDA é um análogo hidroxilado da dopamina que compartilha caraterísticas 
estruturais com a DA e Noradrenalina, apresentando assim uma alta afinidade 
por vários transportadores catecolaminérgico como o transportador de DA e 
transportadores de norepinefrina (DAUER, PRZEDBORSKI, 2003). Embora a 
estrutura da 6-OHDA seja similar à da DA, a presença do grupo hidroxila 
aumenta a toxicidade da molécula. Como esta toxina não consegue atravessar 
a barreira hematoencefálica, é necessária a injeção intracerebral da mesma por 
estereotaxia diretamente na SNpc, Corpo Estriado ou feixe medial do 
procencéfalo para obter uma lesão desejada (COSTA et al., 2001; DEUMENS et 
al., 2002; BOVÉ et al., 2005). É aceito que a 6-OHDA destrói neurônios 
catecolaminérgicos pelo efeito combinado de espécies reativas de oxigênio e 
quinonas (produto de sua própria degradação) (BLESA et al., 2012). A magnitude 
da lesão depende da quantidade de 6-OHDA injetada, o local de injeção e a 
espécie animal utilizada. Esse modelo consegue levar à morte células 
dopaminérgicas, diminuir a quantidade de DA e modificar o comportamento 
animal. No entanto, nas caraterísticas clínicas da DP em humanos outras 
estruturas encefálicas podem estar lesionadas, como Locus Coeruleus ou 
estruturas olfatórias, e nesse modelo animal não se observam tais alterações 
(BOVÉ, PERIER 2012). 6-OHDA é considerada como uma possível toxina 
endógena, responsável pela iniciação dos processos neurodegenerativos da DP, 
como resultado do ataque de radicais hidroxila na presença de DA (BLESA et 
al., 2012). Porém, a 6-OHDA não interage com -sinucleína e não induz a 
formação de agregados proteicos ricos em -sinucleína (BLESA et al., 2012; 




   
Em 1982, o MPTP foi acidentalmente descoberto, como um subproduto da 
síntese ilegal da desmetilprodina. Após o consumo via intravenosa, viciados em 
drogas desenvolveram uma síndrome parkinsoniana idiopática associada ao 
consumo de drogas ilícitas. Depois de investigar a etiologia dessa condição, foi 
descoberto que o MPTP era o contaminante neurotóxico responsável pelos 
efeitos parkinsonianos. O MPTP é administrado sistemicamente, e rapidamente 
atravessa a barreira hematoencefálica, é captado pelos astrocitos e 
transformado em MPP+ (seu metabolito tóxico), via monoamino oxidasa-B. 
MPP+ é liberada para o espaço extracelular e captada por neurônios 
dopaminérgicos via DAT. Uma vez dentro dos neurônios, exerce um efeito tóxico 
inibindo o complexo mitocondrial I, resultando na liberação de EROs e na 
redução da síntese de ATP. Por outro lado, a Rotenona (um herbicida e inseticida 
muito utilizado na indústria agrícola) também inibie o complexo mitocondrial I, e 
reproduz a DP quando administrado cronicamente em animais. O uso de 
rotenona como modelo experimental é devido à capacidade para reproduzir 
várias das caraterísticas do PD como: aumento do estresse oxidativo, inibição 
da atividade proteosomal, degeneração seletiva de neurônios dopaminérgicos e 
formação de agregados proteicos, de tipo LBs, ricos em -synucleina (WANG et 
al., 2006; OLANOW 2007; SHERER et al., 2007). A importância da rotenona 
como modelo de DP, é devido à capacidade dessa droga em formar agregados 
proteicos ricos em -synucleina. Isso pode ser favorecido pelo aumento de 
EROs que podem ajudar a oxidar e agregar esta proteína, assim como o fato da 
rotenona ter a capacidade de unir-se a esta proteína e formar agregados (SILVA 
et al., 2013). 
 
Em 1996, o mapeamento e identificação de mutações responsáveis pela DP 
demostraram pela primeira vez que a DP podia ter causas hereditárias 
(POLYMEROPOULOS et al., 1996, 1997). Entretanto, dois anos depois, outras 
alterações cromossômicas foram relacionadas a essa doença, assim como a 
exclusão dos genes inicialmente identificados para certos casos de doenças 
familiares (MUÑOZ et al., 1997; SCOTT et al., 1997; 1999; FARRER et al., 1998). 
Na atual nomenclatura genética, há 18 locus cromossomais, denominados 
PARK, relacionados às formas dominantes ou recessivas da DP. A identificação 
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das mutações gênicas que podem estar diretamente relacionados com esta 
doença, permitiu a geração de modelos animais transgênicos, knock-out e 
induzidos por sobre-expressão de genes associados com DP (por exemplo de 
-sinucleina) por adenovírus ou lentivirus. Esses modelos genéticos que 
reproduzem os casos familiares apresentam um valor importante para ajudar no 
entendimento de outras formas mais comuns da DP, com o fim de desenvolver 
novos alvos terapêuticos, além de permitir estudar os sintomas iniciais da DP, 
antes que os déficits motores apareçam. Os modelos genéticos knock-out 
utilizados para estudar a DP são aqueles associados a mutações nos genes que 
codificam para as proteínas Parkina, DJ-1 e PINK1, que são conhecidas por 
induzir a perda de função destas proteínas. No caso de mutações que induzem 
o ganho de função de -sinucleína ou LRRK2, modelos animais transgênicos 
que sobre-expressam essas proteínas (mutadas ou selvagens) ou pela sobre-
expressão induzida por adenovírus, foram criados com cópias extras do gene 
estudado. Especificamente para o estudo da -sinucleína, modelos animais com 
cópias extras do gene da -sinucleína humana mutada ou selvagem são 
utilizados. As principais mutações expressas em esse tipo de animais são 
pontuais: A30P e A53T (RICHFIELD et al., 2002). Apesar de normalmente não 
apresentar morte neuronal, nesses modelos foi detectada uma redução na 
liberação de dopamina no corpo estriado, bem como distúrbios motores. No 
entanto, outras proteínas podem interferir no mecanismo de degadação e 
autofagia das células. Quando fosforilada, PINK1 recruta Parkina nas 
mitocôndrias danificadas para serem degradadas, no entanto mutações em 
PINK1 ou Parkina (responsáveis pela maioria dos casos autossômicos 
recessivos), impedem a mitofagia, causando acúmulo de dano mitocondrial e 
iniciando apoptose (NIXON, 2013; OMURA et al., 2013). Por outro lado, a 
proteína Parkina parece estar relacionada ao sistema de ubiquitina-
proteassoma, estresse oxidativo e disfunção mitocondrial; dado que animais 
knockout para Parkina apresentam aumento de estresse oxidativo e disfunção 
mitocondrial (PESAH et al., 2004). Esses dados sugerem que fatores que 
diretamente ou indiretamente modulem as funções mitocondriais, comprometem 
a sobrevivência neuronal e podem apresentam importante papel no 
desenvolvimento da DP. Com o aumento de estudos nesse sentido, tem se 
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tornado cada vez mais claro que o dano oxidativo e disfunções mitocondriais 
apresentam papel central nessa patogênese, sendo responsáveis tanto pelo 
desenvolvimento da DP esporádica como familiar. 
No entanto, nenhum modelo transgênico caraterizado até o momento 
representa um modelo fidedigno para o estudo da DP, principalmente pela 





Nas últimas décadas, o termo “doenças neurodegenerativas” continua em 
vigor, no entanto, este grupo de doenças entrou em uma categoria ainda maior 
de doenças conhecidas como “doenças conformacionais”, as quais apresentam 
a característica do mal dobramento de proteínas (específicas para cada doença). 
A -sinucleína é uma proteína de aproximadamente 15KDa, 140 aminoácidos, 
codificada por um gene com 5 exons, localizado no braço longo do cromossomo 
4 na posição 22.1. Várias mutações afetando diferentes genes e proteínas foram 
identificadas como causantes da DP (KLEIN, WESTENBERGER, 2012; 
STEFANIS, 2012). Essas mutações são as responsáveis pela forma de início 
precoce da DP. O gene da -sinucleína foi o primeiro a ser associado com casos 
familiares de DP (POLYMEROPOULOS et al., 1997). Neste estudo foi mapeado 
o defeito responsável pela DP em uma família de Contursi, no sul da Itália, 
mudando assim a ideia da não existência de um componente genético na DP 
(FARRER, 2006). 
 
Interessantemente, o neurologista Friederich Lewy descreveu as inclusões 
caraterísticas da DP no ano 1912, as quais, posteriormente receberam o nome 
de Corpos de Lewy em homenagem ao seu descobridor. Apesar destas 
estruturas terem sido descritas no começo do século XX, o conteúdo das 
mesmas só foi identificado, parcialmente, no fim do século XX (SPILLANTINI et 
al., 1997). Curiosamente, no mesmo ano em que foi identificada a -sinucleína 
como o principal componente dos corpos de Lewy, a primeira mutação associada 
com a DP foi identificada no gene SCNA (POLYMEROPOULOS et al., 1997). A 
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-sinucleína é uma proteína formada por 140 aminoácidos e dividida em 3 
regiões: (1) amino-terminal que contém motivos de união a lipídeos, (2) região 
central hidrofóbica (também conhecida como NAC, do inglês Non-Amylod 
Component), e (3) carbóxilo terminal carregada negativamente (STEFANIS, 
2012). 
 
A região NAC está composta principalmente por resíduos hidrófobos, e 
resulta essencial para a estabilização dos corpos de Lewy (OUESLATI et al., 
2010; STEFANIS, 2012). Por outro lado, a região C-terminal é a porção solúvel 
da proteína, que existe numa conformação desorganizada, e acredita-se que é 
responsável pela interação com outras proteínas, neurotransmissores e é a 
porção da proteína onde acontece a maioria das modificações pós-traducionais 
(MPT) da -sinucleína (OUESLATI et al., 2010). No entanto, as mutações 
responsáveis pelos casos hereditários da DP acontecem na região N-terminal da 
proteína, alterando assim a estrutura secundária e terciária da mesma, 
impedindo assim sua união a lipídeos de membrana, favorecendo assim sua 
localização nuclear e citoplasmática e sua consequente agregação 
(EMAMZADEH 2016). É uma proteína presente em pré-sinapses e núcleos 
(sinapse + núcleo: sinucleína) (STEFANIS, 2012), intereatuando com diferentes 
grupos de proteínas assim como lipídeos de membrana (UVERSKY, 2007). 
Apresentando uma expressão exclusivamente neuronal, e alcançando 
aproximadamente 1% das proteínas citoplasmáticas, a -sinucleína é localizada 
principalmente na pré-sinapse, regulando a liberação sináptica de dopamina 
(ABELIOVICH et al., 2000). No entanto, no mesmo estudo realizado em animais 
knockout para o gene da -sinucleína, sugere-se que a -sinucleína não é um 









   
 
Figura 1 - Esquema básico dos componentes motores dos núcleos da base. Os símbolos (+) indicam 
sinapses excitatórias, e (–) indicam sinapses inibitórias  
Fonte: Purves, 2004 
 
 
1.4 Retículo endoplasmático e dobramento de proteínas 
 
O retículo endoplasmático (RE) é o principal compartimento subcelular 
encarregado da síntese, dobramento e maturação de aproximadamente um 
terço das proteínas celulares (MARCINIAK, RON 2006). As células de mamíferos 
fazem a importação das proteínas para o lumen do RE enquanto ocorre a síntese 
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da cadeia polipeptídica, transformando a importação das proteínas num 
processo co-traducional (MARCINIAK, RON 2006). Para saber se a proteína 
deve ser sintetizada no RE, a cadeia polipeptídica nascente apresenta uma 
sequência sinal rica em metioninas, reconhecida pela Partícula Sinal de 
Reconhecimento (PSR), que redirige o polipeptídeo nascente e a maquinaria de 
tradução para a membrana do RE, para que a proteína que está sendo 
sintetizada nasça dentro do lúmen do RE. As proteínas que são sintetizadas 
dentro do RE entram como cadeias polipeptídicas em estado desdobrado, que 
logo ao atravessar a membrana do RE são assistidas por chaperonas para evitar 
o mal dobramento da proteína, e assisitr no dobramento da mesma. Algumas 
proteínas requerem da N-glicosilação para o seu correto dobramento dentro do 
RE (MARCINIAK, RON, 2006; HETZ, 2012). 
Sob certas condições de estresse celular, o dobramento de proteínas é 
alterado, e proteínas mal dobradas podem se acumular no lúmen do RE 
desencadeando uma resposta de sinalização adaptativa conhecida como UPR 
(do inglês, Unfolded Protein Response) (KIM et al., 2008; HETZ, 2012), 
mecanismo regulado pela chaperona GRP78 (do inglês, Glucose-Regulated 
Protein-78), normalmente unida a três proteínas sinal presentes na membrana 
do RE no lúmen do RE: PERK (do inglês, Protein kinase RNA-like Endoplasmic 
Reticulum Kinase), IRE1 (do inglês, Inositol Requiring Enzyme-1), e ATF6 (do 
inglês, Activating Transcription Factor-6) (HETZ, 2012). Durante condições de 
estresse, GRP78 é desacoplado das proteínas de sinalização, provocando a 
ativação de PERK e IRE1 por auto-fosforilação e ATF6 por clivagem e 
translocação até o aparelho de Golgi, e deste último até o núcleo (CHEN et al., 
2002; SHEN et al., 2002) (Figura 2). Uma vez ativadas, IRE1 processa o mRNA 
de um fator de transcrição (XBP1) que gera a superexpressão de genes que 
codificam mediadores da ERAD, biogêneses de organelas e controle de 
qualidade de proteínas. PERK reduz a sínteses geral de proteínas via 
fosforilação do fator eIF2a, que induz a síntese de ATF4, um fator de transcrição 
que ativa a expressão de genes envolvidos em apoptoses, autofagia e resposta 
antioxidante. ATF6 é transportado até o aparato de Golgi onde é clivado, e o 
domínio citoplasmático é transportado até o núcleo, onde induz a expressão de 
chaperonas, proteínas envolvidas na biogêneses de organelas, e de genes 
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relacionados à resposta ERAD (MARCINIAK & RON, 2006; YOSHIDA et al., 
2007; HETZ, 2012). 
 
 
Figura 2 - Esquema representativo das principais vias regulatórias do estresse de RE 
Fonte: Hetz, 2012 
 
 
O objetivo inicial da UPR é restaurar a homeostase e aliviar o estresse de 
RE por meio de: atenuação traducional da maioria das proteínas, favorecimento 
da expressão de chaperonas para assistir no correto dobramento das proteínas, 
expansão do lúmem do RE e ativação da degradação associada ao RE, ERAD 
(do inglês, Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) (BOYCE, YUAN, 
2006; YOSHIDA, 2007; KIM et al., 2008; HETZ, 2012). No entanto, se a 
homeostase não for restaurada e a ativação da UPR persiste, uma resposta 
apoptótica é ativada. Diferentes estudos têm sugerido que a participação inicial 
da UPR nas doenças neurodegenerativas provavelmente tenha função 
citoprotetora e restauradora da homeostase do RE (RUTKOWSKI et al., 2006; 
YOSHIDA, 2007). No entanto, quando a UPR é ativada por um longo período de 
tempo, e as células são incapazes de resolver o estresse, as vias apoptóticas 
são ativadas, o que agrava e possivelmente esteja associado com a 
patogêneses de várias doenças neurodegenerativas (DAWSON, DAWSON 
2003; BERNALES et al., 2012; LINDHOLM et al., 2006; MATSUI et al., 2012; 
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CASTRO-CALDAS et al., 2012). Vários estudos sugerem que uma diminuição 
progressiva no funcionamento do sistema de chaperonas pode ser associada 
com o mal funcionamento celular e o desenvolvimento de doenças 
neurodegenerativas (NAIDOO et al., 2008; BROWN, NAIDOO 2012; MORAWE 
et al., 2012). Durante o processo do envelhecimento, existe uma diminuição na 
atividade e na resposta das chaperonas frente ao estresse de RE (NAIDOO, 
2009), aumentando a vulnerabilidade das pessoas idosas no processo do 
desenvolvimento de doenças neurodegenerativas associadas ao 
envelhecimento como Alzheimer, Parkinson ou Demência. 
 
Especificamente na DP, tem sido demonstrado que as neurotoxinas 6-
OHDA, MPTP, Rotenona e Paraquato ativam vários genes envolvidos na UPR, 
incluindo chaperonas, IRE1 e PERK (RYU e cols., 2002; HOLTZ, O’MALLEY, 
2003; BOVÉ, PERIER 2012). Além disso, estudos de tecido pós-mortem 
evidenciaram a ativação da UPR junto com acumulação de proteínas poli-
ubiquitinadas (HOOZEMANS et al., 2007). Por outro lado, foi demostrado o efeito 
protetor do uso de chaperonas químicas que aliviam o estresse de RE (TUDCA) 
sobre neurônios da SNpc, num modelo in vivo de DP (CASTRO-CALDAS et al., 
2012), sugerindo assim que estresse de RE possa ter um papel fundamental na 
DP. 
 
Diferentes substâncias são utilizadas para estudar o estresse de RE, as 
quais atuam sobre diferentes alvos celulares, como: Thapsigargina (inibe bomba 
SERCA no RE), Tunicamicina (inibe a N-glicosilação das proteínas durante sua 
síntese), DTT (ditiotreitol) (quebra os enlaces disulfeto das proteínas já 
sintetizadas), e Befeldrina A (bloqueia a formação de vesículas COPI, inibindo o 
transporte retrógrado, o qual seletivamente recicla proteínas do Golgi até o RE) 
(LEAVER et al., 1988; ORCI et al., 1991; RUTKOWSKI et al., 2006; 
CHATTOPADHYAY, VALENTINE 2009). A Tunicamicina é produzida por 
bactérias do gênero streptomyces, um antibiótico que foi utilizado no tratamento 
do câncer mas que, devido à alta toxicidade e à falta de seletividade para afetar 
só as céluas cancerígenas e não o tecido saudável, foi eliminado como possível 
tratamento para ese conjunto de doenças. No entanto, a importância deste 
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composto na indução do estresse de RE tem demostrado o poder da 
Tunicamicina, um inibidor da N-glicosilação das proteínas, na indução do 
estresse de RE e ativação da UPR em modelos in vitro e in vivo (LEAVER et al., 
1988; RUTKOWSKI et al., 2006; MATSUI et al., 2010). 
 
1.5 Agregação de proteínas, modificações pós-traducionais e 
neurodegeneração 
 
A agregação de proteínas mal dobradas é um processo característico que 
acontece em todas as doenças neurodegenerativas (BERKE, PAULSON 2003; 
HOOZEMANS, SCHEPER 2012). Considerando que os corpos de Lewy são 
acúmulos de proteínas mal dobradas, e que mais de 90% dos casos de DP são 
esporádicos, implicando que as modificações genéticas não são suficientes para 
explicar o início da agregação proteica, uma das mais intrigantes questões que 
a era da genômica não conseguiu responder é a compreensão das doenças 
conformacionais.  Talvez seja esse o motivo pelo qual, nas últimas duas 
décadas, os estudos para avaliar as MPT têm aumentado (DUAN, WALTHER, 
2015; SANTOS, LINDNER 2017; UVERSKY, 2017). As MPTs regulam a função 
de uma proteína, expressão, estabilidade, localização e associação com outras 
moléculas (OUESLATI, 2010; HUANG et al., 2016; SANTOS, LINDNER 2017). 
A -sinucleína é uma proteína suscetível à fosforilação, sumoilação, O-
glicocilação, clivagem, nitrosilação, ubiquitinação e oxidação entre vários tipos 
de MPT (OUESLATI et al., 2010; BARRET, GREENAMYRE 2015). Considera-
se que a fosforilação, oxidação, clivagem e ubiquitinação da -sinucleína são as 
MPT mais associadas com a formação dos corpos de Lewy (OUESLATI et al., 
2010; BARRET, GREENAMYRE 2015), enquanto a nitração com a estabilização 
dos estados oligoméricos (BARRET, GREENAMYRE 2015). Embora existam 
dados contraditórios sobre o papel que tem cada uma das MPTs na DP 
(TOFARIS et al., 2003; MISHIZEN-EBERZ et al., 2005; OUESLATI et al., 2010; 
MUNTANÉ et al., 2012; BARRET, GREENAMAYER 2015), a relação delas com 
com a formação de agregados proteicos é notória. 
 
Baseados no estresse de RE como possível fator gerador de DP, alguns 
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estudos sugerem que pesticidas como a Rotenona e Parquat (BOVÉ, PERIER 
2012), poderiam contribuir para o desenvolvimento da DP, possivelmente pelos 
mecanismos de estresse de RE, assim como outros efeitos adversos. Além 
disso, foi demostrado o efeito protetor de TUDCA, uma chaperona química capaz 
de aumentar a capacidade de dobramento de proteínas, sobre os neurônios da 
SNpc, num modelo in vivo de DP (CASTRO-CALDAS et al., 2012). Essas 
evidências sugerem que o estresse de RE possa ser um mecanismo comum na 
geração das características patológicas da DP. Até o momento, para estudar a 
relação do estresse de RE na DP, só foram realizados estudos in vitro em células 
que sobre-expressam -sinucleína mutante ou selvagem (COLLA et al., 2012) 
onde foi utilizado um modelo em vertebrados inferiores (Medaka Fish), 
estudando a importância do estresse de RE na geração das características 
patológicas da DP (MATSUI et al., 2010). 
Considerando que a formação de agregados proteicos ricos em -sinucleína 
é a caraterística patognomônica da DP, e visto o papel relevante que tem as 
MPTs na agregação desta proteína, no presente trabalho pretende-se 
caracterizar um novo modelo de DP induzido por estresse de RE e avaliar a 
formação de agregados proteicos ricos em -sinucleina induzidos por estresse 
de RE, assim como avaliar as MPT envolvidas com a agregação desta proteína, 
no modelo in vivo e Tunicamicina (TM), desenvolvido no laboratório de 









2.1 Objetivo Geral 
 
Testar o estress de RE como possível mecanismo molecular causador da 




2.2 Objetivos Específicos 
 
1. Quantificar a perda de neurônios dopaminérgicos nos modelos neuro-
toxicológicos induzidos com TM e 6-OHDA para o estudo da DP. 
2. Analisar a reatividade glial na SNpc. 
3. Avaliar o estresse de RE induzido por TM e 6-OHDA. 
4. Avaliar a formação de agregados proteicos nos modelos neuro-
toxicológicos de TM e 6-OHDA para o estudo da DP. 
5. Avaliar quantitativa e qualitativamente as modificações pós-trducionais 
envolvidas na formação de agregados proteicos na DP, tais como carbonilação, 




   
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1 Cirurgia Estereotáxica 
 
 
Ratos Wistar machos, de 280-320gr foram profundamente anestesiados com 
quetamina (i.p., 100 mg/Kg) e xilazina (i.p., 20 mg/kg). Os mesmos foram fixados 
no estereotáxico e a área sobre o crânio foi tricotomizada e limpa com álcool, 
antes de ser realizado o corte com bisturi. Após o corte, um orifício foi perfurado 
no crânio sobre a área de interesse, por onde se procedeu a inserir a agulha 
para a realização das microinjeções na SNpc com: veículo (PBS:DMSO, solução 
salina, do inglês Phosphate Buffer Saline); 1 g de 6-OHDA (6-hidroxidopamina), 
um análogo da dopamina que induz morte celular de neurônio dopaminérgicos 
pelo aumento de espécies reativas ao oxigênio e quinonas (BARNUM, TANSEI 
2010) ou 0,1 g TM (bloqueador da N-glicosilação das proteínas no RE) 
(LEAVER et al., 1988). O atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson foi 
utilizado para obter as coordenadas estereotáxicas. Após a cirurgia, os animais 
foram mantidos para recuperação da anestesia em sala com temperatura 
controlada (22+/- 2 °C), e tratados com analgésico meloxicam (i.p., 5 mg/kg) por 
24 horas (em concordância com o CEUA N° 870). 
 
 
3.2 Obtenção de amostras biológicas 
 
Após os animais serem injetados, os mesmos foram eutanaziados 7 dias pós 
injeção; e as amostras foram coletadas para ensaios bioquímicos, de imuno-







   
3.3 Obtenção do encéfalo para análise por imuno-histoquímica 
 
Os animais foram profundamente anestesiados com quetamina (i.p., 100 
mg/Kg) e xilazina (i.p., 20 mg/kg), e perfundidos por via transcardíaca. Uma vez 
profundamente anestesiados, colocou-se o animal em decúbito-dorsal sobre a 
mesa de perfusão, uma incisão abdominal abaixo da margem costal foi realizada, 
o diafragma foi cortado e as costelas foram cortadas, removendo o peitoral 
esternocostal, expondo o coração. O átrio direito foi cortado para deixar sair o 
sangue e líquidos perfundidos; no ventrículo esquerdo foi inserida uma seringa, 
a qual estava conectada com uma bomba de perfusão, em fluxo constante de 11 
mL/minuto. Primeiro foi injetada solução de lavagem com solução salina 
complementada com anticoagulantes (NaCl 0,9% - Citrato de sódio 0,4% - Nitrito 
de Sódio 0,2%, pH 7,2), seguida por solução de fixação logo depois 
(paraformaldeído 4%). Os encéfalos foram removidos e incubados por 24 horas, 
a 4°C, em solução fixadora, e então imersos por mais 72 horas em solução 
tamponada de sacarose 30%, para criopreservação. Os encéfalos foram 
mantidos a -80°C até serem seccionados em cortes coronais de 30 m de 
espessura em criostato Leica a -20°C. Os cortes foram coletados em solução 
anti-freezing (PBS 0,01M, 30% sacarose, 30% etilenoglicol) e armazenados a -
20°C até o seu processamento para imuno-histoquímica. 
 
Para o processamento de imuno-histoquímica, os cortes foram lavados três 
vezes de 10 minutos com PBS 0,1M, e em seguida com H2O2 30 vol. diluída a 
3% em PBS 0,1M. Após nova lavagem com PBS 0,1M por 10 min, os cortes 
foram colocados por 30 minutos em solução de bloqueio (5% soro fetal bovino, 
0,1% tritón X-100 em PBS 0,1M). A seguir, os cortes foram incubados com 
anticorpo primário anti-TH (para o reconhecimento de neurônios 
dopaminérgicos) ou anti-GFAP (do inglés, Glial Fibrilar Acidic Protein) (para o 
reconhecimento de astrócitos) diluídos em solução de bloqueio over-night em 
câmara fria. No dia seguinte, os tecidos foram lavados três vezes de 10 minutos 
e incubados com anticorpo secundário biotinilado por 2h, sempre incubando em 
agitação constante. Depois os tecidos foram incubados com Avidina-Biotina 
Complex, seguido da revelaçõa com DAB (de acordo com o fabricante). 
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Seguidamente à reação, os cortes foram lavados 5 vezes de 10 min em PBS 
0,1M desidratados em Álcool e Xilol, montados em lâminas e finalmente cobertos 
com lamínulas utilizando-se Entellan® (Merk). Os tecidos foram visualizados em 
microscópio Zeiss Axio Observer acoplado ao software Axio Vision 4.8.2 ou 
microscópio Confocal Nikon A1R MP+. 
Para o processamento de imuno-histoquímica, os cortes foram lavados três 
vezes de 10 minutos com PBS 0,1M, e em seguida com H2O2 30 vol. diluída a 
3% em PBS 0,1M. Após nova lavagem com PBS 0,1M por 10 min, os cortes 
foram incubados por 30 minutos, em solução de bloqueio (5% soro fetal bovino, 
0,1% tritón X-100 em PBS 0,1M). A seguir, os cortes foram incubados com os 
anticorpos primários anti-TH (1:750, Sigma) ou anti-GFAP (1:600, Dako), 
diluídos em solução de bloqueio over-night em câmara fria. No dia seguinte, os 
tecidos foram lavados 3 vezes por 10 minutos e incubados com anticorpo 
secundário biotinilado por 2h, sempre em agitação constante. Depois os tecidos 
foram incubados com Avidina-Biotina Complex, seguido da revelação com DAB 
(de acordo com instruções do fabricante). Após a reação, os cortes foram 
lavados 5 vezes por 10 min em PBS 0,1M desidratados em Álcool e Xilol, 
montados em lâminas e finalmente cobertos com lamínulas utilizando-se 
Entellan® (Merk). Os tecidos foram visualizados em microscópio Carl Zeiss Axio 
Observer acoplado ao software Axio Vision 4.8.2. A nomenclatura e os limites 
das estruturas encefálicas foram definidos de acordo com Paxinos (PAXINOS & 
WATSON, 1997). 
Para a visualização da -sinucleína, os cortes foram lavados três vezes de 
10 minutos com PBS 0,1M e foram bloqueados com solução de bloqueio (5% 
soro fetal bovino, Tritón X-100 0,1% em PBS 0,1M) por 30 minutos em agitação. 
A seguir, os cortes foram incubados com anticorpo anti- -sinucleína (1:1000, BD 
610787) diluído em solução de bloqueio over-nigth em câmara fria. No dia 
seguinte, os tecidos foram lavados 3 vezes por 10 minutos e incubados com 
anticorpo secundário Alexa Fluor 488 cabra anti-camundongo por 2h, a 
temperatura ambiente em agitação, em escuridão. Após a incubação com o 
anticorpo secundário, os cortes foram lavados 5 vezes por 10 min em PBS 0,1M 
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e montados em lâminas e cobertos com Glicero-DAPI (Solução 30% de glicerol, 
contendo 1 g/ml de DAPI). As lâminas foram visualizadas no microscópio 
Confocal Nikon A1R MP+ (Nikon, Tokyo, Japan). 
 
3.4 Obtenção de amostras para análise por western-blot e ELISA 
 
Os animais foram sacrificados sem anestesia por decapitação. Após 
eutanásias, o cérebro foi retirado e colocado em PBS gelado. O cérebro foi 
dissecado manualmente utilizando lupa, os núcleos da base retirados e 




3.5 Dosagem de proteínas pelo Método de Bradford 
 
A dosagem de proteínas Totais e solúveis em Tritón X-100 foi realizada pelo 
método de Bradford (#500-0006, BioRad), em leitor de placas de 96 poços 
(Meridian ELX 800). A curva padrão foi construída com diferentes concentrações 
(0-200 g/ml) de Albumina de soro Bovino (BSA) e as amostras foram diluídas 
para se aproximarem da região de linearidade da curva padrão. A leitura do 
resultado foi feita em 595 nm. 
 
 
3.6 Dosagem de proteínas pelo método do BCA 
 
Devido a que o SDS interfere na quantificação pelo método de Bradford, as 
proteínas solúveis em SDS, foram quantificadas pelo método do BCA, utilizando 
Pierce BCA Protein Assay Kit (#23227, Thermo) em leitor de placas de 96 poços 
(Meridian ELX 800). A curva padrão foi construída com diferentes concentrações 
(20 g/mL – 2000 g/mL) de Albumina de soro Bovino (BSA) e as amostras foram 
diluídas para se aproximarem da região de linearidade da curva padrão. A leitura 
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do resultado foi feita em 562 nm. 
 
 
3.7 Análise da fosforilação na serina 129 da -sinucleína 
 
A fosforilação da proteína α-sinucleina é uma MPT, associada com a 
formação de agregados proteicos de α-sinucleina, próprios da DP. Essa proteína 
pode apresentar várias fosforilações, sendo a fosforilação no resíduo de serina 
129 a alteração mais crítica no processo de agregação (OUESLATI, 2016). Para 
conseguir analisar o nível de fosforilação de -sinucleína, um ELISA (do inglês, 
Enzime Linked Immunosorbent Assay) semi-quantitativo foi realizado. 
 
Brevemente, placas Nunc de 96 poços (Thermo) foram sensibilizadas com 
anticorpo anti-α-sinucleína (BD 610787) diluído em tampão carbonato (pH 9,6), 
16-18 horas a 4°C. A placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e 
posteriormente bloqueada com PBS-BSA 1%, a 37°C por 1 hora. Após a etapa 
de bloqueio, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e foram 
adicionados, em cada poço, 20mg de proteínas solúveis em TX-100 e solúveis 
em SDS, a 37°C por 2 horas. A placa foi lavada novamente, e os poços foram 
incubados com anticorpo primário contra -sinucleína fosforilada (anti-Phospho-
α-sinucleina S129, Abcam EP1536Y), a 37°C por 2 horas. Transcorrido o tempo 
de incubação do anticorpo primário, a placa foi lavada novamente e incubada 
com anticorpo secundário anti-coelho (1:4.000, SIGMA), conjugado com HRP 
por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada repetidas vezes com PBS-Tween 0,1%, e 
incubada 30 minutos a temperatura ambiente, com substrato TMB single solution 
(Life Technologies). Uma vez completado o tempo, a reação foi interrompida com 









   
3.8 Dosagem de proteínas carboniladas 
 
Reações oxidativas podem causar a formação de grupos carbonilas em 
proteínas. Esta é uma modificação típica, que favorece a agregação proteica, 
motivo pelo qual foi avaliada por (1) espectrofotometria e (2) ELISA direto (do 
inglês, Enzime Linked Immunosorbent Assay) semi-quantitativo. 
 
Espectrofotometria: o método utilizado é uma adaptação do método 
colorimétrico por dinitrofenil hidrazina (DNPH), descrito por Quinlan e Gutteridge 
(1999). Brevemente, 100 g de extrato total de proteína, previamente  
quantificadas, foram incubadas com solução de 10 mM DNPH (em 2M HCl) (90 
minutos, 37oC). Depois de incubadas com DNPH, as proteínas foram 
precipitadas com solução 20% de ácido tricloroacético em gelo, e centrifugadas 
a 6000rpm (10 minutos, 4oC), lavadas com solução de lavado (ácido 
acético:etanol 1:1) e resuspendidas em hidrocloreto de guanidina 6M. O branco 
da reação consistiu na reação completa feita na ausência de proteínas. As 
absorbâncias foram determinadas em 360 nm. 
 
ELISA: o método utilizado foi de acordo com Alamdari e colaboradores 
(2005), com algumas modificações. Para isto, 200ng as amostras foram 
adsorvidas uma placa Nunc de 96 poços (Thermo) com tampão carbonato (pH 
9,6) durante 16-18hs a 4oC, lavados 3 vezes com PBS e incubados (45 minutos 
a temperatura ambiente) com solução de DNPH (0,05M, pH 6,2). Logo depois 
do periodo de derivatização com DNPH, as amostras foram lavadas 5 vezes com 
PBS:etanol (1:1), e bloqueadas durante 90 minutos com solução de bloqueio (5% 
leite em 0,1% PBS-Tween 20) à temperatura ambiente, e lavadas 5 vezes com 
PBS-Tween. As amostras foram incubadas com anti-DNPH (1:2.000) (1 hora a 
37oC) e depois lavadas 5 vezes com PBS-Tween. Logo foram incubados com 
anticorpo secundário anti-coelho (1:4.000, SIGMA) conjugado com enzima HRP 
(do inglês, Horse Radish Peroxidase) por 1 hora a 37oC e lavados 5 vezes com 
PBS-Tween. Transcorridas as lavagens, foram adicionados 100 l de substrato 
TMB single solution (Life Technologies) e a reação foi detida com 50 l de H2SO4 
1M. A absorbância foi medida a 450nm em leitor de placas de ELISA. 
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3.9 Análise de carbonilação de -sinucleína 
 
Para avaliar a carbonilação de -sinucleína, as amostras foram avaliadas 
por ELISA sanduíche semi-quantitativo, seguindo o protocolo de Colombo e 
colaboradores (2015). Brevemente, 200 g de proteínas foram derivatizadas com 
solução de DNPH 10mM (1 hora a temperatura ambiente na escuridão, com 
vortex a cada 15 minutos). As proteínas foram precipitadas por adição de 1 
volume de solução de ácido tricloroacético 20% (incubadas em gelo). As 
amostras foram centrifugadas a 10.000xg (5 minutos, 4oC). O sobrenadante foi 
descartado e o pellet foi lavado 1 vez com 20% de ácido tricloroacético, 
centrifugados a 10.000xg (5 minutos, 4oC). O sobrenadante foi descartado e o 
pellet lavado com etanol:acetato de etila (1:1) (os pasos de lavado com ácido 
tricloroacético e etanol:acetato de etila foram repetidos 6 vezes). As amostras 
foram centrifugadas novamente a 10.000xg (5 minutos, 4oC). O pellet foi 
resuspendido por sonicado em tampão 20mM Tris-HCl (pH 6.8) suplementado 
com 1% de Tritón X-100 e 0,2% de SDS, e as amostras foram quantificadas por 
Bradford. Por outro lado, uma placa Nunc de 96 poços (Thermo) foi sensibilizada 
com anticorpo anti- -sinucleína em tampão carbonato (pH 9,6) durante 16-18hs 
a 4oC. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween 0,1% bloqueadas com 
solução de bloqueio (leite 5% diluído em PBS-Tween 0,1%) 1 hora a 37oC. As 
placas foram lavadas novamente 3 vezes com PBS-Tween 0,1%, e 20 g de 
proteínas foram incubados 2 hora a 37oC. As placas foram lavadas novamente 
3 vezes com PBS-Tween 0,1%, e incubadas com anticorpo anti-DNPH (1:2.000). 
Transcorrido o tempo de incubação do anticorpo primário, a placa foi lavada 
novamente e incubada com anticorpo secundário anti-coelho (1:4.000, SIGMA), 
conjugado com HRP por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada repetidas vezes com 
PBS-Tween 0,1%, e incubada 30 minutos à temperatura ambiente, com 100 l 
de substrato TMB single solution (Life Technologies). Uma vez completado o 
tempo, a reação foi interrompida com 50 l de H2SO4 1M. A absorbância foi 





   
3.10 Análise de nitração proteica – Dot blot 
 
A nitração de proteínas nos resíduos de tirosina é uma MPT que revela a 
perturbação da sinalização e metabolismo do óxido nítrico em direção a 
processos oxidantes. Deste modo, 3-nitrotirosina tem sido estabelecida como 
bio-marcador do estresse nitro-oxidativo celular e sistêmico. Para a detecção de 
resíduos de nitrotirosina em proteínas, foi utilizado o método de dot-blot. Para 
isso, 2 g de proteínas solúveis em TX-100 e SDS foram imobilizadas sobre uma 
membrana de nitrocelulose. A mesma foi bloqueada com BSA 2% (solução de 
bloqueio) por 12-18 horas com anticorpo anti-nitrotirosina a 4°C em agitação. 
Passado o tempo de incubação do anticorpo, as membranas foram lavadas 3 
vezes com TBS-Tween 0,1%, e incubadas com anticorpo secundário anti-coelho 
(1:4.000, SIGMA) conjugado com enzima HRP por 1 hora a temperatura 
ambiente, em solução de bloqueio, lavada novamente com TBS-Tween 0,1% 3 
vezes, e revelado com ECL. 
 
Como controle do teste, um duplicado das membranas foi incubado com 
10mM de Dithiothreitol (DTT). Depois da imobilização das proteínas na 
membrana, as mesmas foram tratadas com DTT, lavadas exaustivamente com 
TBS-Tween 0,1%, e foi utilizado o mesmo procedimento anterior desde a etapa 
de bloqueio. Neste caso, o DTT reduz a nitro-tirosina em amino-tirosina, e serve 
como controle de especificidade do anticorpo primário. 
 
 
3.11 Análise de nitração de -sinucleína 
 
Brevemente, placas Nunc de 96 poços (Thermo) foram sensibilizadas com 
anticorpo anti-α-sinucleina (Abcam 1903) diluído em tampão carbonato (pH 9,6), 
16-18 horas a 4°C. A placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e 
posteriormente bloqueada com PBS-Leite 2%, a 37°C por 1 hora. Após a etapa 
de bloqueio, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e foram 
adicionados em cada poço, 20 g de extrato total de proteínas solúveis em TX-
100 e solúveis em SDS, a 37°C por 2 horas. A placa foi lavada novamente, e os 
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poços foram incubados com anticorpo primário contra nitrotirosina (anti-
nitrotirosina), a 37°C por 2 horas. Transcorrido o tempo de incubação do 
anticorpo primário, a placa foi lavada novamente e incubada com anticorpo 
secundário anti-ovelha (1:3.000, SIGMA), conjugado com HRP por 1 hora a 
37°C. A placa foi lavada repetidas vezes com PBS-Tween 0,1%, e incubada 30 
minutos a temperatura ambiente, com substrato TMB single solution (Life 
Technologies). Uma vez completado o tempo, a reação foi interrompida com 
H2SO4 1M. A absorbância foi aferida em leitor de placas, a 450 nm. 
 
 
3.12 Extração de agregados proteicos de -sinucleina 
 
A extração dos agregados proteicos de -sinucleína em concordância com 
protocolos publicados em trabalhos recentes (MAO et al., 2016; Tanase e cols., 
2016). Brevemente, os tecidos foram homogeneizados por sonicação em 
tampão de lise (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 1% Triton X-100, complementado 
com inibidores de proteases e fosfatases), e centrifugados a 12.000Xg, 10 
minutos a 4°C. Após centrifugação, o sobrenadante foi recuperado e 
armazenado como fração solúvel em Triton X-100 (TX-100). O pellet resultante 
foi resuspeso por sonicação no mesmo tampão de lise suplementado com 2% 
SDS, e logo centrifugado a 22.000xg por 30 minutos a 18°C. O sobrenadante foi 
armazenado como fração solúvel em SDS. A concentração de proteínas dos 
sobrenadantes foram quantificadas pelo método de Bradford para a fração 




3.13 Western blot 
 
Esta é uma técnica de rotina nos laboratórios de pesquisa biológica, que 
permite o estudo da expressão de proteínas em uma amostra biológica, 
permitindo examinar a expressão semi-quantitativa de uma proteína específica 
numa amostra e assim comparar os níveis de proteínas entre várias amostras. 
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Para isso, com base no tamanho, as proteínas são separadas por eletroforese 
em géis de poliacrilamida. A electroforese em geis de poliacrilamida em 
condições desnaturantes, foi descrita originalmente em 1970 por Laemmli. Nesta 
técnica, as proteínas são separadas em função da massa molecular. Para migrar 
no gel de poliacrilamida, as proteínas são desnaturadas e expostas ao dodecil 
sulfato de sódio (SDS) para ser carregadas negativamente. Os complexos SDS-
proteína adotam uma conformação desdobrada, e um valor carga/massa 
constante que permite que as proteínas possuam uma carga similar em relação 
à massa molecular permitindo a separação das proteínas em função da massa 
molecular. Quando aplicado um campo elétrico, as proteínas migram pelo gel 
desde o cátodo até o ânodo, ficando as mesmas divididas em bandas separadas 
em base à massa molecular. 
 
 
3.13.1 Western blot I.- Eletroforese de Proteína em Gel de Poliacrilamida 
 
Para a separação de proteínas por eletroforese foram construídos mini-géis 
de poliacrilamida 10%. Os géis estão formados por 2 partes: gel separador e gel 
concentrador. A função do gel concentrador é concentrar as proteínas e permitir 
que a entrada no gel separador das proteínas aconteça no mesmo momento 
para todas as amostras. 
 
Os géis foram colocados no suporte dentro da cuba de eletroforese (BioRad) 
e foi adicionado tampão de corrida (25 mM Tris; 192 mM Glicina; 0.1% SDS; pH 
8,4). Utilizando seringa Hamilton, foi adicionado 2 l de marcador de peso 
molecular, e nos restantes poços foi carregado um volume determinado para 5-
20 g de proteínas totais das amostras analisadas, dependendo da proteína a 
ser analisada. A corrida de eletroforese foi realizada a 50 mA e voltagem livre. 
 
 
3.13.2 Western blot II.- Transferência para Membranas de Nitrocelulose 
 
As proteínas precisam ser acessíveis para o reconhecimento por anticorpos. 
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Para isso, as proteínas foram transferidas do gel de poliacrilamida para uma 
membrana de nitrocelulose. Esse processo utiliza o mesmo princípio da 
eletroforese, mas nesse caso a corrente elétrica é aplicada em paralelo à posição 
do gel, dessa forma, as proteínas migram do gel até a membrana. O ‘sanduíche’ 
para a transferência foi armado submerso em tampão de transferência (25 mM 
Tris; 192 mM Glicina; 20% Metanol) aplicando os componentes na seguinte 
ordem (do polo negativo ou cátodo, até o positivo ou ânodo): esponja, 3 folhas 
de papel filtro, gel, membrana, 3 folhas de papel filtro e outra esponja. As 
proteínas são transferidas desde o polo positivo até o negativo, ficando aderidas 
na membrana de nitrocelulose. O ‘sanduíche’ é colocado na cuba de 
transferência, submerso em tampão de transferência. Como o processo leva ao 
aquecimento da solução, o dispositivo foi refrigerado circulando o tampão com 
agitador magnético. A transferência durante 1 hora em frio, a 3mA.hora/cm2, com 
voltagem livre. Uma vez finalizada, a membrana foi retirada e corada com 
Vermelho Ponceau (0,2% vermelho Ponceau e 3% ácido tricloroacético em 
H2Odest) durante 2 minutos, com intenção de comprovar a transferência das 
proteínas desde o gel até a membrana. O vermelho Ponceau cora de forma 
inespecífica todas as proteínas da amostra, e pode ser removido da membrana 
ao lavar com TBS-Tween 0,1%. 
 
 
3.13.3 Western Blot III.- Bloqueio da membrana e incubação com anticorpos 
 
O bloqueio da membrana é importante no Western blot para reduzir a união 
inespecífica dos anticorpos na membrana, evitando dessa forma, a observação 
de falsos positivos. Para isso, uma vez que as proteínas foram transferidas, a 
membrana foi bloqueada 1 hora à temperatura ambiente (TA) em uma solução 
de leite desnatada ou BSA (albumina de soro bovino) 5% em TBS-Tween 0,1% 
com agitação leve. Uma vez terminado o tempo, a membrana foi incubada a 4°C 
over-night (de 16h a 20h) em solução de bloqueio com anticorpos monoclonais 
anti- -actina (1:4.000, Sigma), anti-GAPDH (1:3.000, Sigma), anti- -sinucleína 
(1:3.000, BD 610787), anti-KDEL (1:2.000, Enzo Life Science) e anti-CHOP 
(1:1.000, Thermo Scientific). 
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Após a incubação do anticorpo primário, as membranas foram lavadas com 
TBS-Tween 0,1% (3 X 5 minutos). Em seguida, a membrana foi incubada com 
anticorpos secundários: anti-IgG camundongo-HRP o anti-IgG coelho-HRP 
(1:5000, SIGMA) durante 1 hora a TA. Uma vez transcorrido o tempo, a 
membrana foi lavada com TBS-Tween 0,1% (3 X 5 minutos), e o processo de 
revelado foi iniciado. 
 
 
3.13.4 Western Blot IV.- Detecção 
 
Para a detecção das proteínas presentes na membrana, foi utilizado o 
sistema ECL (ECL #32106 Pierce, Thermo Scientific), devido à sua alta 
sensibilidade. Este sistema também tem a capacidade de gerar um contraste 
excelente dos sinais gerados. Para o revelado foram utilizados anticorpos 
conjugados com enzima HRP (peroxidase de rabanete). A reação 
quimioluminescente ocorre quando a energia de uma reação química é emitida 
como luz. A peroxidase conjugada ao anticorpo secundário é utilizada para 
catalisar a oxidação do luminol (ECL reagente de detecção 2) na presença de 
H2O2 (ECL reagente de detecção 1). Após a oxidação, o luminol está num estado 
excitado, e passa para um estado basal, onde emite luz. Quando a reação ocorre 
sobre um filme autorradiográfico, é obtida uma impressão porque a luz 
impressiona os grãos de prata do filme. 
 
A membrana foi incubada com ambas soluções ECL em quarto escuro por 1 
minuto. O excedente do ECL foi removido, e a membrana foi exposta a um filme 
autorradiográfico (Fujifilm) em um cassete próprio por 5 minutos e revelado com 
soluções reveladoras e fixadoras comerciais (Kodak). 
 
 
3.14 Análise estatística 
 
Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 
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(versão 6.0), e avaliados por ANOVA de 1 ou 2 vias, seguido por análise pós-




   
4. RESULTADOS 
 























































   
4.2 Capítulo II - Avaliação das modificações pós-traducionais associadas à 




   
4.2.1 Avaliação da agregação de -sinucleína 
Uma vez evidenciada a agregação de -sinucleína na SN de animais 
injetados com TM, mas não em animais injetados com 6-OHDA por western blot, 
decidimos visualizar os agregados proteicos por imuno-histoquímica contra -
sinucleína em animais injetados com TM (Figura 1). 
Nossos resultados confirmaram a presença de agregados 
intracitoplasmáticos de -sinucleína na SN de animais injetados com TM, 
quando comparados com animais pertencentes ao grupo Sham, corroborando 
os resultados obtidos por western blot que sugeriram a agregação desta proteína 
após lesão (Figura 1). 
 
Figura 3.- TM induz a formação intracitoplasmática de agregados proteicos ricos em -sinucleína. 
Fotomicrografias de fatias transversais de encéfalos de animais pertencentes aos grupos SHAM e TM, immunomarcadas 
para -sinucleína (verde) e contra-marcadas com DAPI (azul). Flechas indicam agregados proteicos ricos em -
sinucleína. 
Embora a formação de agregados proteicos ricos em -sinucleína seja a 
caraterística principal da DP, o melhor entendimento sobre quais são os 
mecanismos biológicos e moleculares que favorecem a formação desses 
agregados durante a progressão da doença é importante para contribuir com o 




   
terapêuticas inovadoras. Nesse sentido, no presente projeto procurou-se 
investigar se algumas das diferentes MPTs já detectadas nos agregados 
proteicos de -sinucleína na DP (Oueslati e cols., 2010; Muntané e cols., 2012; 
Barret e Greenamyre, 2015), poderiam ser também encontradas no modelo de 
TM. Das MPTs já descritas como importantes na agregação da -sinucleína, as 
mais importantes nesse processo são: 1) fosforilação, 2) carbonilação, 3) 
clivagem, 4) cross-linking, 5) ubiquitinização e 6) nitração. Uma vez que a 
solubilidade das proteínas é modificada, como consequência das MPTs, as 
mesmas podem começar o processo de agregação (Oueslati e cols., 2010; 
Tanase e cols., 2016; Uversky, 2017). Para analisar as MPTs da -sinucleína no 
modelo utilizado neste trabalho, como detalhado na metodologia, primeiramente 
as proteínas foram separadas em 2 frações: (1) solúveis em Tritón X-100 (TX-
100) e (2) solúveis em SDS (ou insolúveis em TX-100), e posteriormente 
avaliadas diferentes MPTs para ambas frações, em SN e CE. 
 
4.2.2 Modificações Pós-Traducionais 
4.2.2.1 Fosforilação de -sinucleína 
Análises em amostras post-mortem de diferentes sinucleopatías mostraram 
um aumento importante da insolubilidade e dos níveis de fosforilação de -
sinucleína em estágios avançados das doenças (Zhou e cols., 2011; Oueslati 
2016). No presente trabalho, os níveis de fosforilação da -sinucleína no resíduo 
129 de serina (S129) foram avaliados por ensaio de ELISA de captura, segundo 
o protocolo de Bétemps (2015). Os resultados obtidos para a análise da SN não 
mostraram diferenças nos níveis de p-S129- -sinucleína na fração solúvel em 
TX-100 entre os grupos TM e SHAM (Figura 2). 
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Figura 4.- O estresse de RE induzido por TM aumenta os níveis de fosforilação na S129 da -sinucleína na SN. 
Fosforilação na S129 da a-sinucleína foi avaliada nas frações proteicas solúveis em TX-100 e SDS por ELISA de captura. 
Resultados representados como média ± SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas 
vias seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferenças estatísticas (****) p≤0,001. 
 
No entanto, quando analisada a fração de proteínas solúveis em SDS, o 
grupo injetado com TM apresentou maiores níveis de p-S129- -sinucleína 
quando comparado com o grupo SHAM (Figura 2). Além disso, quando 
comparadas ambas frações de proteínas dentro do grupo injetado com TM, os 
níveis de p-S129- -sinucleína mostraram um aumento significativo novamente 
na fração de proteínas solúvel em SDS (Figura 2). 
Quando analisados os níveis de p-S129- -sinucleína no CE, os animais 
injetados com TM não apresentaram diferenças nos níveis de fosforilação de -
sinucleína, entre ambos grupos, para nenhuma das duas frações de proteínas 
avaliadas (Figura 3). No entanto, dentro do grupo injetado com TM, a fração 
proteica solúvel em TX-100 apresentou níveis maiores de p-S129- -sinucleína 































   
 
 
Figura 5.- O estresse de RE induzido por TM na SN aumenta os níveis de fosforilação na S129 da -sinucleína no 
CE. Fosforilação na S129 da a-sinucleína foi avaliada nas frações proteicas solúveis em TX-100 e SDS por ELISA de 
captura. Resultados representados como média ± SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA 
de duas vias seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferenças estatísticas (*) p≤0,05. 
 
4.2.2.2 Carbonilação 
A carbonilação é um tipo de MPT comumente observado no desequilíbrio da 
proteostase em doenças degenerativas e doenças inflamatórias crônicas 
(Canizzo e cols., 2011; Canizzo e cols., 2012). Particularmente, tem sido 
demostrado um importante incremento na carbonilação de proteínas da SN de 
pacientes com DP (Dexter e cols., 1989; Floor e Wetzel, 1998) assim como em 
-sinucleína em modelos in vitro desta doença (Esteves e cols., 2009; Jang e 
cols., 2010). Primeiramente, os níveis de carbonilação foram avaliados nas 
frações solúveis em TX-100 e SDS por espectrofotometria e ELISA para 
proteínas totais, e depois foram avaliados os níveis de carbonilação da -






















   
Figura 6.- O estresse de RE induzido por TM aumenta os níveis de carbonilas em proteínas totais em SN. 
Fosforilação na S129 da a-sinucleína foi avaliada nas frações proteicas solúveis em TX-100 e SDS por ELISA de captura. 
Análise de carbonilas em proteínas totais por (A) espectrofotometria o (B) ELISA. Dados representados como média ± 
SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por Tukey. Os asteriscos 
indicam diferenças estatísticas (*) p≤0,05; (****) p≤0,0001. 
 
A análise de carbonilas na SN, avaliada por espectrofotometria, mostrou um 
aumento de carbonilação das proteínas totais só na fração solúvel em SDS do 
grupo TM, quando comparado com o grupo SHAM (Figura 4A). Embora exista 


















































   
TX-100 para animais injetados com TM quando comparados com SHAM, essa 
diferença não apresenta significância estatística. No entanto, quando utilizada 
uma metodologia modificada de ELISA (Alamdari e colaboradores, 2005) para 
avaliar carbonilas totais, animais injetados com TM apresentaram um aumento 
significativo de carbonilação das proteínas totais, quando comparado com SHAM 
nas duas frações de proteínas (Figura 4B). 
Figura 7.- O estresse de RE induzido por TM na SN aumenta os níveis de carbonilas em proteínas totais no CE. 
Carbonilação de oroteínas totais foi avaliada nas frações proteicas solúveis em TX-100 e SDS por (A) espectrofotometria 
o (B) ELISA. Dados representados como média ± SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA 


















































   
Quando avaliados os níveis de carbonilação de proteínas totais no CE por 
espectrofotometria, os animais injetados com TM apresentaram maiores níveis 
de proteínas carboniladas nas frações de proteínas solúvel em TX-100 e SDS 
quando comparados com o grupo SHAM (Figura 5A). Ao mesmo tempo, as 
amostras solúveis em SDS apresentaram uma diminuição dos níveis de 
carbonilação quando comparadas com as proteínas solúveis em TX-100 dentro 
do grupo SHAM (Figura 5A). No entanto, quando utilizado o método de ELISA, 
as proteínas de animais injetados com TM apresentaram maiores níveis de 
proteínas carboniladas só na fração de proteínas solúveis em TX-100, em 
relação ao grupo SHAM (Figura 5B). Embora exista uma tendência de aumento 
dos níveis de carbonilas totais na fração solúvel em SDS para animais injetados 
com TM quando comparados com SHAM, essa diferença não apresenta 
significância estatística 
Considerando que a TM foi eficiente na agregação de -sinucleína, que a 
carbonilação é uma MPT associada com a agregação de proteínas, e que os 
níveis dessa MPT em proteínas totais foram elevados em animais injetados com 
TM, decidimos avaliar os níveis de carbonilação especificamente na -
sinucleína. Para isso, no presente estudo foi adaptado o protocolo de Colombo 
(2015) e avaliado por ELISA. 
Figura 8.- Aumento nos níveis de carbonilação de -sinucleína em SN induzido por TM. Carbonilaçã da -sinucleína 
foi avaliada nas frações proteicas solúveis em TX-100 e SDS por ELISA de captura. Análise de -sinucleína carbonilada. 
Dados representados como média ± SEM (SHAM n = 4; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas vias 


























   
 
A análise de carbonilação de -sinucleína em SN mostrou um aumento nos 
níveis de -sinucleína carbonilada em ambas frações em animais injetados com 
TM, quando comparados com animais pertencentes ao grupo SHAM. Além 
disso, quando comparados os níveis de carbonilação da -sinucleína dentro do 
grupo de animais injetados com TM, foram observados maiores níveis de 
carbonilação de -sinucleína na fração solúvel em SDS em relação à fração 
solúvel em TX-100 dentro do grupo TM (Figura 6). 
 
Quando analisados os níveis de carbonilação de -sinucleína em CE, 
também foram encontrados maiores níveis dessa MPT em ambas frações 
proteicas no grupo injetado com TM, quando comparados com o grupo SHAM 
(Figura 7). Os resultados também mostraram uma tendência de aumento nos 
níveis de carbonilação de -sinucleína na fração TX-100 em relação à fração 
SDS, porém sem diferença estatisticamente relevante. 
Figura 9.- Aumento nos níveis de carbonilação de -sinucleína em CE. Análise de -sinucleína carbonilada. Dados 
representados como média ± SEM (SHAM n = 4; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido 



























   
4.2.2.3 Nitração 
A oxidação das proteínas também ocorre através da nitração de resíduos de 
tirosina mediado por espécies reativas de nitrogênio, formadas como produtos 
secundários do metabolismo do óxido nítrico na presença de oxidantes (Turko & 
Murad., 2002). Com o intuito de avaliar os níveis de nitrotirosina em ambas 
frações proteicas, solúveis em TX-100 e SDS, um ensaio de dot-blot foi 
realizado. Os resultados para a SN mostraram um aumento de nitrotirosina em 
ambas frações proteicas analisadas no grupo TM quando comparado com o 
grupo SHAM (Figura 8A). Quando avaliados os níveis de nitrotirosina em CE, só 
foi possível observar diferenças estatisticamente significativas na fração TX-100 














































   
Figura 10.-TM aumenta os níveis de nitrotirosina em proteínas totais em SN e CE. Análise de dot blot para 
nitrotirosina (A) em SN e (B) no CE. Dados representados como média ± SEM (SHAM n = 4; TM n = 5), os dados foram 
analisados por ANOVA de duas vias seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferenças estatísticas (*) p≤0,05; (**) 
p≤0,01; (***) p≤0,001. 
 
No entanto, quando analisada a nitração de tirosinas da -sinucleína por 
ELISA, não foram encontradas diferenças entre os grupos TM e SHAM, tanto 
para SN como para CE (Figuras 9 A e B). Porém, os níveis de tirosinas nitradas 
na -sinucleína são mais elevados nas frações solúveis em TX-100 quando 






































Figura 11.- TM não modifica os níveis de nitrotirosina em -sinucleína em SN e CE. Análise de dot blot para 
nitrotirosina de -sinucleina (A) em SN e (B) no CE. Dados representados como média ± SEM (SHAM n = 4; TM n = 5), 





















































   
5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
 
Na DP, o desdobramento e a agregação de proteínas se tornaram um dos 
focos centrais da pesquisa desde finais do século XX. O acúmulo de -sinucleína 
tem sido associado à progressão da DP (BOVÉ et al., 2005; HOOZEMANS et 
al., 2012), e diferentes estudos relacionaram a oligomerização da -sinucleína 
com a condição de estresse do ER (JIANG et al., 2010; COLLA et al., 2012; 
JIANG et al., 2014). Utilizando um modelo de camundongo transgênico A53T, 
Colla e colaboradores mostraram que animais sintomáticos apresentavam níveis 
aumentados de chaperonas de RE e acúmulo de -sinucleína ER, além da 
formação de oligômeros de -sinucleína e progressão da doença (COLLA et al., 
2012). Notavelmente, estudos in vitro mostraram que níveis aumentados de 
estresse de ER induzem oligomerização de -sinucleína em células 
superexpressando -sinucleína do tipo selvagem (JIANG et al., 2010; JIANG et 
al., 2014). No presente estudo, utilizamos um modelo farmacológico in vivo de 
estresse de RE e mostramos que a -sinucleína endógena é extensamente 
agregada sob um desafio com TM (Figuras 4 do paper e 1 do Capítulo II). 
Importante a destacar no presente trabalho, é o uso de animais sem qualquer 
tipo de manipulação genética (por exemplo, camundongos transgênicos de -
sinucleína), indicando que os níveis endógenos de -sinucleína selvagem são 
suficientes para produzir espécies de Alta Massa Molecular (AMM) da proteína 
sob condições de estresse de RE. Curiosamente, de acordo com resultados 
anteriores obtidos com culturas de células neuronais primárias de linhagem de 
neuroblastoma e camundongos humanos (JIANG et al., 2010; JIANG et al., 
2014), os níveis monoméricos de -sinucleína não foram alterados após o 
tratamento com TM (Figuras 4 A e B do paper), sugerindo que a agregação não 
é causada por uma sobre-expressão da -sinucleína. No presente estudo, 
observamos que o tratamento com TM foi mais eficiente para produzir espécies 
de AMM de -sinucleína, quando comparado ao modelo da 6-OHDA (Figura 4 C 
do paper). Este dado sugere que algum estado de oligomerização de -
sinucleína poderia ser induzida no modelo de 6-OHDA, apesar deste dado nunca 
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ter sido descrito na literatura até o momento. Tais diferenças poderiam ser 
explicadas como reflexo dos diferentes modelos de parkinsonismo, uma vez que 
o de 6-OHDA induz parkinsonismo por um mecanismo molecular aparentemente 
distinto daquele utilizado pela TM (LEAVER et al., 1988; BARNUM, TANSEY 
2010; CÓPPOLA-SEGOVIA et al., 2017). No entanto, nossos resultados 
sugerem fortemente que não apenas o tratamento com TM induz a agregação 
de -sinucleína, mas também 6-OHDA. Inesperadamente, o estado de 
agregação de -sinucleína não foi previamente descrito para animais 
administrados com 6-OHDA, apesar de ser um modelo bem estabelecido de 
parkinsonismo. 
 
A formação de agregados proteicos é um evento que pode acontecer por 
MPTs e/ou mutações genéticas que favorecem tanto a sobre-expressão como a 
estrutura primária das proteínas. Curiosamente, a principal caraterística da DP é 
a formação de agregados proteicos ricos em α-sinucleína, característica 
observada tanto em casos familiares (associados com mutações genéticas que 
representam 5-10% dos pacientes), quanto nos casos esporádicos (que 
representam 90-95% dos pacientes) (ANDERSON et al., 2006). Uma vez que 
aparentemente as modificações genéticas não são fundamentais para a 
agregação proteica da -sinucleína, nas últimas duas décadas foram feitos 
diferentes esforços para avaliar o papel das MPTs no processo de agregação 
(SUGEON et al., 2008; OUESLATI et al., 2010). A importância das MPTs nas 
proteínas reside na possível alteração estrutural e funcional, conduzindo a uma 
perda ou ganho de função das mesmas. 
 
Os derivados de carbonila são formados diretamente pela oxidação direta 
catalisada por metal, principalmente nas cadeias laterais dos aminoácidos 
prolina, arginina, lisina e treonina (MIYATA et al., 1999; HIMMELFARB et al., 
2000; NYSTRÖM et al., 2005). A carbonilação proteica induz disfunção proteica 
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e enzimática, motivo pelo qual é um importante indicador do dano oxidativo ao 
tecido (ALAM et al., 1997), e sabe-se que as espécies reativas de oxigênio são 
potenciais indutores na agregação proteica (PERFEITO et al., 2012). Análise 
post-mortem de pacientes diagnosticados com DP demostraram um aumento 
generalizado de proteínas carboniladas no sistema nervoso (ALAM et al., 1997). 
No entanto, no mesmo estudo foram analisadas amostras de pacientes com 
corpos de Lewy incidental (pacientes que bem podem desenvolver uma DP ou 
uma Demência com Corpos de Lewy) os quais não apresentaram diferenças 
quando comparados com controles (ALAM et al., 1997), estabelecendo uma 
correlação entre ambos eventos. Por outro lado, foi estabelecido in vitro e in vivo 
que o uso de 6-OHDA e rotenona induzem dano oxidativo, possivelmente pelo 
aumento de carbonilas totais (SHERER et al., 2003; HOLTZ et al., 2006). O 
aumento da carbonilação de proteínas no presente modelo ainda precisa ser 
estudado em profundidade, para identificar a presença ou não de carbonilas 
ligadas diretamente à -sinucleína (JANG et al., 2010). Não obstante, nossos 
dados sugerem fortemente que, no modelo utilizado, a presença de proteínas 
carboniladas forma parte das duas frações proteicas na SN, e da fração solúvel 
em TX-100 no CE. Tanto em proteínas totais quanto em -sinucleína, a SN 
apresenta maiores níveis de carbonilação na fração solúvel em SDS em relação 
a fração TX-100. No entanto, quando analisado o CE, as frações solúveis em 
TX-100 apresentam maiores níveis de carbonilação em comparação com a 
fração SDS, tanto para proteínas totais quanto para -sinucleína. Essas 
diferenças entre os tecidos podem se dever ao efeito diferencial direto do 
estresse de RE na SN e não no CE. Desta maneira, o aumento nos níveis de 
proteínas totais carboniladas, e de -sinucleína carbonilada no CE possa ser 
consequência de: (1) transporte anterógrado de proteínas oxidadas desde o 
corpo celular até os terminais sinápticos na SN em direção do CE, assim como 
por (2) um desequilibro homeostático na comunicação SN/CE, que favoreça a 
oxidação de proteínas nas células do CE. A carbonilação da -sinucleína já foi 
avaliada in vitro por espectrometria de massas (JANG et al., 2010) ou por 
espectrofotometria, depois de imunoprecipitação da -sinucleína (ESTEVES et 
al., 2009). Ambos os trabalhos demostraram um aumento de carbonilação da -
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sinucleína, assim como o possível papel desta MPT na oligomerização 
(ESTEVES et al., 2009) e na secreção desta proteína (JANG et al., 2010). 
Embora essas metodologias sejam as mais utilizadas, elas são caras e muito 
trabalhosas. No presente trabalho descrevemos uma metodologia nova para o 
estudo de carbonilação de proteínas específicas por ELISA. Embora tenham sido 
avaliados somente os níveis de carbonilação para a -sinucleína, esta 
metodologia poderia ser utilizada para avaliar a carbonilação de outras 
proteínas. 
 
A oxidação das proteínas também ocorre através da nitração de resíduos de 
tirosina mediada por espécies reativas de nitrogênio, formadas como produtos 
secundários do metabolismo do óxido nítrico na presença de oxidantes (TURKO, 
MURAD 2002). A nitração de tirosinas em Parkinson é um evento envolvido na 
perda de função da tirosina hidroxilase (enzima chave na síntese da dopamina), 
na dimerização de -sinucleína (TAKAHASHI et al., 2002), estabilização de 
formas oligoméricas de -sinucleína (PAXINOU 2001), e na ativação da resposta 
imune (BENNER et al., 2008). Estudos tem demostrado que a nitração de -
sinucleína impede a formação de fibras devido a estabilização de oligômeros de 
baixa massa molecular (YAMIN et al., 2003). Quando comparados com o grupo 
de controle, observamos um aumento de nitrotirosina nas proteínas solúveis em 
TX-100 e solúveis em SDS de animais tratados com TM, sugerindo que essa 
MPT não é uma caraterística dos agregados proteicos observados neste modelo. 
No entanto, estudos tem demonstrado o aumento dos níveis de nitrotirosina em 
células que sobre-expressam α-sinucleina mutada (JIANG et al., 2007), assim 
como a co-localização com agregados proteicos ricos em α-sinucleina 
(MATSUZAKI et al., 2004). Por outro lado, diferentes estudos demostraram que 
a nitração de -sinucleína está associado com o aumento de solubilização desta 
proteína, resultados que contradizem os resultados de MATSUZAKI e 
colaboradores (2004). Não obstante, o aumento de nitrotirosina induzido por TM 
em SN e CE está em concordância com dados recentemente descritos na 
literatura, onde animais injetados intraperitonealmente com TM apresentaram 
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aumento de nitrotirosina em aorta (CHOY et al., 2017). Tomados em conjunto, 
nossos dados corroboram a ideia de que o estresse de RE contribui com o 
aumento de nitrotirosina em proteínas totais (Figuras 8 A e B). Embora exista 
uma tendência de aumento nos níveis de nitrotirosina em -sinucleína na fração 
solúvel em TX-100, esta diferença não é estatisticamente significativa. Portanto, 
o aumento de nitrotirosina parece não estar associado com a agregação de -
sinucleína, já que não foram encontradas diferenças entre os grupos de estudo 
para ambas frações proteicas (Figuras 9 A e B). 
 
Por outro lado, a fosforilação de -sinucleína é outro tipo de MPT que pode 
acontecer em vários sítios da proteína. Essa modificação é localizada nos corpos 
de Lewy em casos esporádicos e familiares de DP (FUJIWARA et al., 2003; 
ANDERSON et al., 2006). A importância dessa MPT na toxicidade da -
sinucleína é uma pergunta ainda a ser respondida. Gorbatyuk e colaboradores 
(2008) têm tentado esclarecer essa questão utilizando um elegante modelo de 
super-expressão de α-sinucleina humana mutada em ratos. Nesse trabalho, os 
autores concluem que a fosforilação da S129 poderia servir como um mecanismo 
de proteção frente a toxicidade da proteína, porque essa MPT ajuda na 
estabilização de oligômeros tóxicos de -sinucleína, ‘sequestrando’ os mesmos 
para formar agregados mais estáveis (GORBATYUK et al., 2008; OUESLATI et 
al., 2010). No entanto, estudos em Drosophila melanogaster e modelos 
transgênicos para o estudo da DP demostraram um efeito patogênico nesta MPT 
(CHEN, FEANY 2005; FREICHEL et al., 2007). Embora a participação dessa 
MPT na promoção ou bloqueio da agregação proteica ainda seja assunto de 
debate, é indiscutível a importância da mesma na presença de agregados de -
sinucleína (OUESLATI, 2016, SUGEON et al., 2008). Nos dados apresentados 
aqui, temos demostrado um aumento significativo da p-S129- -sinucleína 
unicamente na fração de proteínas solúveis em SDS de animais tratados com 
TM. Considerando que na fração de proteínas solúveis em SDS também estaria 
representada a porção de proteínas agregadas, e que a p-S129- -sinucleína é 
caraterística da agregação desta proteína, esses dados confirmam que o 
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estresse de RE tem um papel preponderante na formação de agregados 
proteicos ricos em -sinucleína. Por outro lado, há uma década atrás, Sugeon e 
colaboradores demostraram que a fosforilação da S129 é importante na indução 
do estresse de RE e da morte celular in vitro, após exposição a rotenona 
(SUGEON et al., 2008). No entanto, até esse momento nunca tinha sido avaliado 
o efeito do estresse de RE na fosforilação da -sinucleína. Nesse sentido, este 




Uma vez que as modificações genéticas parecem não ser necessárias no 
processo de agregação proteica, as MPT ganharam uma importante notoriedade 
neste processo. Nesse sentido, Jang e colaboradores (2010), também sugeriram 
que o mal dobramento e dano da -sinucleína parecem ser um pré-requisito na 
translocação e exocitosis desta proteína, o que poderia contribuir com dois 
processos importantes na progressão da doença: (1) ativação do processo 
neuro-inflamatório e (2) espalhamento dos agregados proteicos. A 
liberação/secreção de -sinucleina oligomérica/agregada desde os neurônios 
doentes até o meio extracelular por diferentes vias, poderia contribuir com a 
propagação da doença de um neurônio afetado a outro não afetado (NONAKA 
et al., 2010; ALVAREZ-ERVITI et al., 2011; MARQUES, OUTEIRO 2012; LEE et 
al., 2014). Esses agregados proteicos de -sinucleina não são importantes 
apenas na propagação aos outros neurônios, mas também para a ativação de 
células gliais uma vez liberados no meio extracelular, contribuindo assim para a 
indução do processo neuroinflamatório caraterístico da DP (ZHANG et al., 2005; 
ALVAREZ-ERVITI et al., 2011; BÉRAUD, MAGUIRE-ZAISS et al., 2012; 
ROODVELT et al., 2013). Estudos in vitro demostraram o aumento da secreção 
de citocinas em células microgliais induzida por agregados proteicos de -
sinucleina (ALVAREZ-ERVITI et al., 2011), assim com um concomitante aumento 
da neurotoxicidade (ZHANG et al., 2005). Essa ativação parece ser independente 
da -sinucleína presente no meio condicionado ser selvagem ou mutante 
(ALVAREZ-ERVITI et al., 2011). Além disso, a ativação microglial induzida por -
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sinucleína também promove a proliferação e migração microglial dependente de 
integrina -1 in vitro (KIM et al., 2013; KIM et al., 2014). O efeito direto da -
sinucleina na ativação microglial in vivo foi demostrado por Couch e 
colaboradores, que uma vez injetada na SN de camundongos, a -sinucleína 
selvagem humana, resultou na modulação da expressão de citocinas pro-
inflamatórias e de marcadores endoteliais de inflamação, e ativação microglial 
(COUCH et al., 2011). 
 
 
Embora recentemente tenha sido demostrada a transmissão, e o 
espalhamento da proteína -sinucleína agregada entre neurônios in vitro (MAO 
et al., 2016; CHOI et al., 2018), fomentando o debate sobre o comportamento 
‘priônico’ da -sinucleína na DP, é importante esclarecer que quando 
demostrada a presença de -sinucleína oxidada ou fosforilada no CE, neste 
trabalho não estamos confirmando a transmissão, nem muito menos discutindo 
a função tipo ‘priônica’ desta proteína no presente modelo. A presença destas 
formas de -sinucleína modificada (e sua presença nas frações solúveis e 
insolúveis em TX-100) no CE pode ser devido à presença das mesmas nos 
terminais sinápticos dos neurônios da SN que se comunicam com os neurônios 
do CE. 
 
Nas últimas duas décadas, o estresse de RE tem sido alvo de estudo para 
várias doenças crônicas, e se o estresse de RE é causa ou consequência na 
formação de agregados proteicos ricos em -sinucleina na DP é motivo de 
debate. No entanto, resultados deste trabalho já publicados indicam que o 
estresse de RE pode estar envolvido na formação de agregados proteicos ricos 
em -sinucleína mal dobrada (CÓPPOLA-SEGOVIA et al., 2017), colocando o 
estresse de RE como possível responsável por esse processo (Figuras 4 do 
paper e 1 do Capítulo II). Recentemente, um trabalho pertencente ao grupo de 
Hetz (MEDINAS et al., 2018) tem constatado que o estresse de RE é responsável 
pela formação de agregados proteicos ricos em SOD1 num modelo in vivo de 
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ELA, com sobre-expressão da enzima SOD1 selvagem. No entanto, levando em 
consideração que a sobre-expressão de uma proteína já é uma condição de 
estresse celular importante, e pode colaborar com a agregação proteica, o 
modelo proposto pelo nosso laboratório parece ser o único até o momento em 
demostrar o efeito do estresse de RE sobre a agregação proteica em condições, 
somente, de expressão endógena de -sinucleina, o que se assemelha mais 
com casos esporádicos da doença, que representam aproximadamente um 90% 
dos casos totais. 
 
No presente trabalho foi demonstrado o papel do estresse de RE na 
agregação de -sinucleína 7 dias pós-lesão, num novo modelo in vivo de DP, 
induzido por TM. Como discutido anteriormente, as MPTs parecem ter um papel 
preponderante nos processos de agregação, mudança de funcionalidade e 
toxicidade da -sinucleína na DP (OUESLATI et al., 2010). A carbonilação, a 
nitração de resíduos de tirosina, assim como a fosforilação na S129 da α-
sinucleína são caraterísticas observadas em amostras post-mortem de pacientes 
de Parkinson (ANDERSON et al., 2006; OUESLATI et al., 2010; PERFEITO et 
al., 2013), também identificadas em diferentes modelos in vivo e in vitro de DP 
(JIANG et al., 2010; COLLA et al., 2012). Este é o primeiro trabalho e descrever 
os efeitos do estresse de RE sobre as MPTs e agregação de -sinucleina 
endógena selvagem in vivo. Desta maneira, este trabalho fornece importante 
contribuição no estabelecimento do estresse de RE como responsável do (1) 
processo de agregação de -sinucleína e (2) das MPTs que ocorrem na mesma, 
num modelo in vivo da DP. 
 
No geral, nossos dados confirmam que o estresse de RE induzido por TM in 
vivo, produz algumas das características moleculares mais importantes da DP 
anteriormente descritas apenas para modelos in vitro e in vivo de animais 
transgênicos (JIANG et al., 2010; COLLA et al., 2012; JIANG et al., 2014). É 
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importante ressaltar que a TM, induzindo estresse do RE e ativando a UPR, 
recapitula várias características da DP, como a agregação da -sinucleína, a 
morte dos neurônios dopaminérgicos e deficiências locomotoras (CÓPPOLA-
SEGOVIA et al., 2017). A compreensão da gênese da DP é necessária para o 
desenvolvimento de novas ferramentas com relevância no diagnóstico precoce 
da doença e no avanço do desenvolvimento de terapias preventivas. 
Acreditamos que estudos futuros utilizando esse modelo de lesão com TM e 
manipulação farmacológica/genética das vias da UPR irão caracterizar ainda 
melhor o papel do estresse de ER no desenvolvimento da DP, e servirão para o 
desenvolvimento de terapias inovadoras, tanto na prevenção como no retardo 
da doença já estabelecida.  
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